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摘要    盐生植物菊芋(Helianthus tuberosus)是一种新型经济作物, 特殊生境可能会使其内生真菌产生特殊的次
生代谢产物, 如结构新颖或活性显著的化合物. 为研究这种耐盐植物内生真菌的次生代谢产物以及植物宿主和
内生真菌之间可能存在的关系, 本实验室从耐盐菊芋块茎中分离纯化出 10株内生真菌, 对这 10株内生真菌进行
抗卤虫活性筛选, 初步筛选出 1 株抗卤虫活性良好的菌株 Mucor sp. ht-7, 规模发酵后通过提取分离技术得到 7
个化合物, 用波谱手段鉴定了 7 个化合物的结构, 对这株内生真菌和宿主次生代谢产物之间的关系进行分析探
讨, 并对化合物生物活性加以分析. 



















中, 其土壤在深度 0~20 cm范围, 盐度和 pH值分别
为 3.79和 7.55 g/kg; 在深度 20~40 cm范围, 盐度和












1  材料与方法 
1.1  菌种与培养 
毛霉(Mucor sp.)ht-7由本实验室分离自表面消毒
的新鲜菊芋块茎 , 经形态学鉴定以及真菌核糖体
rDNA 基因 ITS 分子序列(包括 ITS1, 5.8S rDNA, 
ITS2)解析鉴定过, 其序列数据保存于 GenBank 中, 
登记号码为 KP056546. 菌种保存在中国科学院烟台
海岸带研究所生物资源实验室.  
菌种保存于 4℃的马铃薯葡萄糖琼脂 (potato 
dextrose agar, PDA)培养基上, 接种到固体平板培养
基上 28℃培养 5天, 将固体培养基分割成小块, 无菌
转移至液体培养基(1000 mL三角瓶, 每瓶装 300 mL
发酵液)中, 根据相关文献[4], 按照一般真菌发酵培养
方法, 将真菌发酵液置于室内自然条件下室温发酵
培养 30 天, 使真菌充分生长并产生次级代谢物. 发
酵培养基成分为葡萄糖 20 g, 蛋白胨 5 g, 酵母膏   
3 g, 陈海水 500 mL, 菊芋块茎(200 g)煮汁 500 mL, 
pH 6.5~7.0, 121℃灭菌 20 min.  
1.2  仪器与试剂 
Bruker Avance III 500 NMR型核磁共振仪(瑞士); 
EYELA OIL BATH OSB-2000 旋转蒸发仪 (日本 ); 
Agilent Techonlogies 1260 Infinity高效液相色谱(high 
performance liquid chromatography, HPLC)仪(Eclipse 
SB-C18 柱, 5 μm, 9.4 mm×250 mm)(美国); GF-254薄
层色谱硅胶(青岛海洋化工厂); 100~200目和 200~300
目柱色谱硅胶(青岛海洋化工厂); Sephadex LH-20葡






1.3  抗卤虫活性测试 
利用卤虫生物致死法[4]对 10 株真菌发酵粗提物
进行生物活性检测. 卤虫(Artemmia aslina)事先陈海
水室温孵化 48 h, 取 96 孔细胞培养板 , 每孔加   
195 μL含大约 20个卤虫的陈海水, 制成测试培养板. 
空白对照组加 5 μL 溶剂二甲基亚砜 (dimethyl 
sulphoxide, DMSO), 样品组加 5 μL 待测样品. 测试
样品溶解于 DMSO, 最终浓度为 250 μg/mL. 室温培




1.4  次生代谢产物提取分离与鉴定 
自然光下室温发酵 30 天的发酵产物用乙酸乙酯
杀灭 2 天, 同时利用乙酸乙酯的溶解特性, 将真菌代
谢产物溶解并萃取到乙酸乙酯中. 将菌丝体和发酵
液过滤分离 , 菌丝体粉碎后用二氯甲烷-甲醇(1:1, 
v/v)提取 3 次, 再用乙酸乙酯和水萃取, 得到乙酸乙
酯萃取物, 发酵液用乙酸乙酯和水萃取, 得到乙酸乙
酯萃取物, 合并两部分提取物得到总浸膏. 总浸膏以
石油醚-乙酸乙酯(100:0 至 0:100, v/v, 下同)为洗脱 






2  结果与分析 





分离到的 10株内生真菌进行初步活性筛选, 利用 1.4
中提到的方法进行实验, 发现 ht-7具有明显的抗虫活
性(表 1).  
2.2  活性菌株次生代谢产物提取分离 
为寻找活性菌株 ht-7 有价值的次生代谢产物, 
用 HPLC 分析 ht-7 菌株发酵提取物, 从色谱图(图 1)
看出, ht-7 发酵产物含有丰富的次生代谢产物, 进一
步对 ht-7进行了规模发酵, 获得 ht-7发酵产物. 
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表 1  菊芋内生真菌乙酸乙酯粗提物卤虫致死率 
编号 ht-1 ht-2 ht-3 ht-4 ht-5 ht-6 ht-7 ht-8 ht-9 ht-10 DMSO
致死率/% 27.7 17.6 13.7 37.5 26.3 16.0 87.5 78.3 21.4 42.8 0 
 
 
图 1  ht-7发酵产物 HPLC分析 
流动相: 甲醇-水, 色谱条件: 0~5 min, 40%甲醇; 5~45 min, 40%~100%甲醇; 45~60 min, 100%甲醇. 流速: 1 mL/min, 检测波长: 254 nm 
菌株 ht-7发酵共得菌丝体提取物 11.8 g, 发酵液
提取物 8.4 g. 两种提取物经薄层色谱 (thin layer 
chromatography, TLC)和 HPLC 分析结果类似, 合并
两部分得总浸膏 20.2 g. 总浸膏以石油醚-乙酸乙酯
(100:0至 0:100, v/v)为洗脱剂梯度洗脱, 经硅胶柱层
析, 得到 11个组分(Fr.1~Fr.11). Fr.5经硅胶柱层析(石
油醚-乙酸乙酯(2:1, 1:1)得到 2 个组分(Fr.5-1 和
Fr.5-2). Fr.5-1经凝胶柱 Sephadex LH-20(二氯甲烷-甲
醇, 1:1), 硅胶柱层析(石油醚-乙酸乙酯, 8:1), 以及
半制备高效液相色谱(甲醇-水, 90:10~100:0)得到化
合物 5(1.9 mg); Fr.5-2 经凝胶柱层析 Sephadex 
LH-20(二氯甲烷-甲醇, 1:1)半制备高效液相色谱(甲
醇-水, 90:10)得到化合物 1(1.8 mg)和化合物 2(6.9 
mg); Fr.7经硅胶柱层析(二氯甲烷-甲醇, 20:1), 凝胶
柱 Sephadex LH-20层析(二氯甲烷-甲醇, 1:1)得到化
合物 6(2.0 mg); Fr.8经两次凝胶柱 Sephadex LH-20层
析(二氯甲烷-甲醇, 1:1)得到化合物 4(4.6 mg); Fr.11
经硅胶柱层析(石油醚-乙酸乙酯, 15~10:1)得到 2 个
组分(Fr.11-1和 Fr.11-2). Fr.11-1经 Sephadex LH-20(二
氯甲烷-甲醇 , 1:1), 甲醇重结晶得到化合物 3(2.3 
mg); Fr.11-2经凝胶柱 Sephadex LH-20层析(二氯甲烷
-甲醇, 1:1)半制备高效液相色谱(甲醇-水, 95:5)得到
化合物 7(1.5 mg). 所有化合物结构见图 2.  
2.3  次生代谢产物结构鉴定 
化合物 1: 白色无定形粉末, 1H NMR(500 MHz, 
CDCl3)H: 3.96(1H, m, H-3), 6.50(1H, d, J=8.5 Hz, 
H-6), 6.24(1H, d, J=8.5 Hz, H-7), 0.81(3H, s, H-18), 
0.88(3H, s, H-19), 0.99(3H, d, J=6.6 Hz, H-21), 
5.14(lH, dd, J=l5.3, 8.3 Hz, H-22), 5.22(1H, dd, J=15.3, 
7.6 Hz, H-23), 0.81(3H, d, J=6.9 Hz, H-26), 0.83(3H, d, 
J=7.1 Hz, H-27), 0.90(3H, d, J=6.9 Hz, H-28). 以上波
谱数据与文献报道的(22E, 24R)-5, 8-环氧麦角甾
-6, 22-二烯-3-醇一致 [6], 鉴定其为(22E, 24R)-5, 
8-环氧麦角甾- 6, 22-二烯-3-醇.  
化合物 2: 白色无定形粉末, 1H NMR(500 MHz, 
CDCl3)H: 4.01(1H, m, H-3), 6.59(1H, d, J=7.6 Hz, 
H-6), 6.29(1H, d, J=7.5 Hz, H-7), 5.43(1H, m, H-11), 
0.74(3H, s, H-18), 1.09(3H, s, H-19), 1.00(3H, d, J=6.6 
Hz, H-21), 5.16(1H, dd, J=15.3, 8.4 Hz, H-22), 
5.24(1H, dd, J=15.2, 7.6 Hz, H-23), 0.81(3H, d, J=6.8 
Hz, H-26), 0.83(3H, d, J=6.8 Hz, H-27), 0.84(3H, d, 
J=6.8 Hz, H-28)．以上波谱数据与文献报道的(22E, 
24R)-5, 8-环氧麦角甾-6, 9(11), 22-三烯-3-醇数据
一致[7], 故鉴定其为(22E, 24R)-5, 8-环氧麦角甾-6, 
9(11), 22-三烯-3-醇.  
化合物 3: 无色晶体, 1H NMR(500 MHz, CDCl3) 
H: 3.76(1H, m, H-3), 3.33(brs, H-6), 0.55(3H, s, H-18), 




5.17(1H, dd, J=15.2, 8.1 Hz, H-22), 5.24(1H, dd, 
J=15.3, 7.2 Hz, H-23), 0.82(3H, d, J=7.2 Hz, H-27), 
0.92(3H, d, J=6.8 Hz, H-28). 以上波谱数据与文献报
道的(22E, 24R)-麦角-7, 22-二烯-3, 5, 6-三醇一 
致[8], 故鉴定其为(22E, 24R)-麦角-7, 22-二烯-3, 5, 
6-三醇. 
化合物 4: 无色晶体 , 1H NMR(500 MHz, 
acetone-d6)H: 3.96(1H, m, H-3), 5.51(1H, s, H-7), 
0.67(3H, s, H-18), 0.99(3H, s, H-19), 1.06(3H, d, J=7.5 
Hz, H-21), 5.24(1H, dd, J=15.2, 8.0 Hz, H-22), 
5.29(1H, dd, J=15.3, 7.3 Hz, H-23), 0.84(3H, d, J=7.0 
Hz, H-26), 0.86(3H, d, J=7.0 Hz, H-27), 0.94(3H, d, 
J=6.8 Hz, H-28). 以上波谱数据与文献报道的(22E, 
24R)-3, 5, 9-三羟基-麦角-7, 22-二烯-6-酮一致[9], 
鉴定其为(22E, 24R)-3, 5, 9-三羟基-麦角-7, 22-二
烯-6-酮.  
化合物 5: 白色晶体 , 1H NMR(500 MHz, 
CDCl3)H: 3.53(1H, m, H-3), 5.35(1H, d, J=2.3 Hz, 
H-6), 0.68(3H, s, H-18), 1.01(3H, s, H-19), 0.92(3H, d, 
J=6.6 Hz, H-21), 0.84(3H, d, J=1.9 Hz, H-26), 0.82(3H, 
d, J=3.9 Hz, H-27), 0.86(3H, m, H-29). 化合物 5经高
效液相色谱和薄层色谱与标准品对照, 波谱数据与
文献报道对照[10], 鉴定为-谷甾醇.  
化合物 6: 无色晶体 , 1H NMR(500 MHz, 
MeOD)H: 7.90 (2H, dd, J = 4.7, 2.5 Hz, H-2, H-6)6.83 
2H, dd, J=4.7, 2.5 Hz, H-3, H-5). 13C NMR(100 MHz, 
MeOD)c: 121.5(C-1), 131.6(C-2, C-6), 114.6(C-3, 
C-5), 162.0(C-4), 168.7(C-7). 以上波谱数据与文献报
道的对羟基苯甲酸一致[11], 鉴定其为对羟基苯甲酸.  
化合物 7: 白色粉末 , 1H NMR(500 MHz, 
DMSO-d6)H: 1.77(3H, d, J=1.1 Hz, 5-CH3), 7.69(1H, 
d, J=1.2 Hz, H-6), (1H, dd, J=7.4, 1.3 Hz, H-1′), 
2.06(2H, m, H-2′), 4.23(1H, d, J=2.5 Hz, H-3′), 
3.76(1H, dd, J=6.8, 3.8 Hz, H-4′), 3.56(2H, m, H-5′). 
以上波谱数据与文献报道的胸腺嘧啶脱氧核苷一  
致[12], 鉴定其为胸腺嘧啶脱氧核苷.  








道 , 化合物 1~6 在不同种类内生真菌中都有发     
现[7,14~17]. 另外, 化合物 1, 2 在菊芋枝叶中发现过, 
化合物 5 在菊芋块茎中发现过[1]. 本课题组在研究一
株长枝木霉的化学成分时, 同样发现了化合物 5的存
在, 然而当发酵培养基不含菊芋块茎成分时, 未从发
酵产物中获得此化合物[14]. 本研究中, 菌株 ht-7分离
自菊芋块茎, 发酵培养基中含有菊芋块茎煮汁成分, 




抗虫活性(表 1), 据文献报道, 化合物 1和 3具有微弱
的乙酰胆碱酯酶活性, 浓度为 100 μg/mL时抑制率分




图 2  化合物 1~7的结构 










体[21], 应用在医药领域. 总之, 本研究从耐盐菊芋内
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Isolation and Identification of Secondary Metabolites from Halophytic Helianthus 
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Salt-tolerant Helianthus tuberosus is a new economic crop and special habitats may have an effect on this plant’s 
metabolites, specifically secondary metabolites, such that novel or bioactive compounds are produced. The secondary 
metabolites of endophytic fungi derived from salt-tolerant Helianthus tuberosus as well as the relationship between 
the host and the fungi are worth investigating. Our group isolated 10 endophytic fungi from salt-tolerant Helianthus 
tuberosus tubers. Brine shrimp lethality experiment showed that one strain, Mucor sp. ht-7 has remarkable 
bioactivity. Seven compounds were obtained after scaled fermentation, extraction, and separation. The structures of 
these compounds were established using modern spectroscopic techniques. In addition, the bioactivity and 
relationship of secondary metabolites between endophytic fungus and host are discussed. 
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